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脳卒中様発作 を伴 う ミ ト コ ン ド リ ア 脳筋症 くmitくXhond ri almyopathy， e n Cephalopathy， 1actic
acido sis， 皿d str oke－1ike epistxle s， M E L A Sl は心筋症 を伴う こと が 多く ， 心 不 全は代謝性ア シ ド ー シ ス
と とも に その 死因と して重要 で あ る ． 近年 M E L A Sに お い て ミ ト コ ン ド リ ア電子伝達系酵素複合体 I
くN A D H－ubiquinone oxido redu cta s el の 欠 損 が 報 告 さ れ ， ミ ト コ ン ド リ ア D N Aくmitcho nd ri al
deo xyribon u cleic a cid， mtD N Al の 突然変異 が そ の 原因 と し て求 め ら れ た ． 心 筋症 を 伴 う 典型的 な
M E L A Sの 2症例 ， およ び そ の 最重症 型 と さ れ る 乳児致 死型心筋症 くfatal in fa ntile c a rdio myopathy，
FIC MJの ミ ト コ ン ド リ ア D N A全塩基配列 を ， 蛍光色素 に よ る D N A自動解析装置 を用 い
，
直接塩基配
列決定法 に て 決定 した ． 典型的な M E L A S の 2症例 に 共通 して ， ロ イ シ ン tRNA 遺伝子 上 の塩基番号
3，243に A か ら G へ の塩 基転位型変異 が認 め られ た ． さ ら に FIC Mで は ， ロ イ シ ン tR N A遺伝子 上 の
塩基番号3，254 に C から T へ ， イ ソ ロ イ シ ン tR N A遺伝子 上 の 塩基番号4．317に A か ら Gへ ， お よ
び トリ プ ト フ ァ ン tR N A遺伝子上 の塩基番号5，554 に C か ら Tへ の 変異が 見い だ され た ． こ れ ら の 変
異の う ち ， ロ イ シ ン tR N A遺伝子 上 の塩基番号3，243の A 塩基 お よ びイ ソ ロ イ シ ン tR N A遺伝子上 の
塩基番号4，31 7の A 塩基は ヒ ト ， ウ シ ， ラ ッ トで保存 され て お り ， 特 に 前者で は マ ウ ス ， ニ ワ ト リ ． カ
エ ル
， ウ ニ ， お よ びシ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ま で保存 され て い た ． し たが っ て tR N A分子 が 機能 する た め に 重
要な部位と考え ら れ ， こ れ らの 変異に よ る tR N A分子 の 変化が ， ミ ト コ ン ドリ ア蛋白の合成障害に よ る
生体エ ネル ギ ー 産生低下 を引き起 こ す 可能性が考 え られ た ． ロ イ シ ン tR N A遺伝子 上 の 塩基番号3，243
で の A か ら G へ の 塩基転位塾変異 に よ り制限酵素 4かH の 認識部位 が新た に 形成さ れ る ． 制 限酵素
ApaI に よ る消化 で は ， 他 の典型 的 な M E L A S 2例 に も同 じ変異 が認 め られ た が ， ミ ト コ ン ドリ ア脳 筋
症の他の臨床疾患単位 であ る慢性進行生外眼 筋麻輝くchr onic progre s siv e externalophthah oplegia，
C P E O12例 ， 福 原痛くmyoclonu s epnepsy with rag ged－red fiber s， M E R R FIl例で は こ の 変異は認 め ら
れ ず ， 本症 に 特異的で あ っ た ． 心 筋症 を伴う MELA Sに 共通 して ， mtD N Aの ロ イ シ ン tR N A の変異
を認 め ， ま た FIC Mに お い て mtD N Aの 3つ の tR N Aに変異 を認 めた こ と よ り ． 心 筋症 の 一 因と し て
mtD N Aに お け る tR N Aの 変異 が 示 唆さ れ た ．
Key w o rds mitcxIhond rial D N A， n u Cle otide sequ e n c e， mitochondri al
e n c eph alo myopathy， C ardio myopathy
A bbre viation s こ CPE O， Chro nic pr ogre ssiv e exte rn al ophthalm oplegia ニ dd N T P，
d ue oxyribo nu cle oside triphosphateニ d N T P， deoxyri bonu cle oside triphosphate三 d A T P，
de oxyade n oside tripho sphateidd A TP， dide o xyade n osine triphosphateidd C T P， dide o xycytidi－
ne triphosphate 三 dd G T P， dide o xygu an osine triphosphateニ dd T T P， dide o xyth ymid ine
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ミ トコ ン ド リ ア D N Aくmito cho nd rial de o xyri bonu －
Cleic a cid， mtDN Alは ， 16，569塩基対 よ りな る 環状二
重 鎖 D N Aで あ り ， ミ ト コ ン ド リ ア 電子 伝達系酵素の
13偶の サ ブ ユ ニ ッ ト ， 2 2種 の tR N A， お よ び 2個 の
rR N Aを コ ー ド して い る
U
． ミ ト コ ン ド リ ア電 子 伝達
系は 5種の 酵素く複合体 エー Vlよ り形成 され ， その う ち
複合体工工を除く 4種 の 複合体が核 の D N Aに コ ー ドさ
れ た サ ブ ユ ニ ッ トと mtD N Aに コ ー ド さ れ た サ ブ ユ
ニ ッ トで 構成 され て お り ， 核の DNA と mtD NA の 二
重支配 を受 け て い る ．
ミ ト コ ン ド リ ア脳筋症 は ， ミ ト コ ン ドリ ア の エ ネ ル
ギ ー 代謝異常 に 伴う ， 筋萎縮 ． 筋力 低下 な どの 筋症
状 ， お よ び知能低下 ． 難聴 ． 視 力低下 ． 運動失調な ど
の 中枢神経症状 を呈す る 疾患群 であ る2I． そ の 一 つ の
臨床疾患単位 と して 脳卒中様発作 を伴う ミ ト コ ン ドリ
ア脳筋症 くmito こhond ri alm yopathy， e n C eph alopathy，
la ctic acidosis， and stroke－1ike epis ode s， M E L A SI が
あ る鋤 ． 本症は 低身長 ， 知能低下 ， 嘔 吐 ， あ る い は 半
盲 ． 皮質盲な どの視覚異常 を伴 っ た脳卒中様発作 を主
症状 と し ， こ れ ら に 加 え て 高乳酸血症 ， 発作 に 伴 っ た
頭部 コ ン ピ ュ ー タ ー 断層写真上 で の低吸収域 の 出現 ，
生検骨格筋の 組織化学 に お け る ミ ト コ ン ド リ ア の 異常
所見に よ り診断さ れ る ． 本症 は 心筋症を伴う こ と が 多
く
4l
， 心不全 は代謝性ア シ ド ー シ ス と と も に そ の 死因
と して 重要 で あ る ． 近年 M E L A Sに お い て ミ ト コ ン
ド リ ア 電子 伝達系酵素複合体 I くN A D H． ubiquino n e
o xidor edu ctas el の サ ブ ユ ニ ッ ト の 欠 損 が 報告 さ れ
た
梱
． その 後複合体 1 だ け で な く ， 複合体工工， 工Y， V
のサ ブ ユ ニ ッ ト に も軽 度 な が ら 欠損が 見 い だ さ れ た
が ， 核の D N Aの み で コ ー ド され た複合体 H は正常範
囲であ っ た7I． さ ら に 本症 で は 母系遺伝 の 報告 が あ
り 細 川 ， mtDN A は母系遺伝 をす る の で
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m tD N A の変
異に そ の 原因が 求め られ た ． しか し ， M E L A S の患者
の mtD N Aに は大き な 欠失は認め ら れ ヂ11， 小さ な 欠
失 な い し 点変異 が 原因 と推 定 さ れ た ． そ の た め
M E L A S の患者の mtD N Aの 全塩基配列 を決定す る必
要が あ っ た ．
従来の シ ー ク エ ン ス 法 は ， ラ ジオ アイ ソ ト ー プ を用
い る こ と ， プラ ス ミ ド ， ある い は フ ァ ー ジ へ の ク ロ ー
ニ ン グ を要す る こ と な ど よ り ， 長い D N Aの 全塩基配
列決定 に は 数カ月 の 期間 を要 し た1引， こ れ ら の 欠点 を
克服す るた め ， 蛍 光法 を 用 い た 全自動 D N A解析装
野
置13 ト15I と
， 複 製 酵 素連鎖 反応 くpolym e raS eChah
rea ction ， PCRl
l 醐 を用 い た直接塩基配列決定法 を組み
合 わ せ た シ ス テ ム を開発 し mtD N A全塩基配列の 迅速
な決定を行 う こ と を 可能 と し た 一 こ の シ ス テ ム を用
い ， 典型 的な M E L A S 2例 と その 重症型 と考 えられ





患者 1くPllニ18才女性 ． 頭痛 ， 嘔 吐 を主訴 として入
院 し た ． 頭部 コ ン ピ ュ ー タ ー 断層写真 で 頭頂後頭葉に
低吸収域 を認 め た ． 低 身長 ， 知能低下 ， 痙攣発作， 筋
力低下 ， 繰 り返 す嘔吐 ， 片麻痺 ， 半音 ， 乳酸ア シ ド ー
シ ス を呈 し， 糖尿病くイ ン ス リ ン20単位ノ別 ， お よ び肥
大型心筋症 を伴 っ て い たく図 1ト 20才で 心 不 全 のため
Fig． 1． Tw o－dim m e n sio n al e cho c ardiogr a m of
Patie nt l． Top， Apic al fo u r－ Cha mber vie w．
obtain ed ine nd－dia stoleく1eftI and ine nd－SyStle
恒ghtl de m o ndstrated redu c ed mycxIardid
c ontra ctility． Botto m， Left pan el show ed
an Othe r apical fo u r－ Cha mbe r vie w． S hort． axis
vie wくrightl re v ealed that the thickne ss ofthe
left ve ntric ula rfre e w al1w as1 9m m and mild
perica rdialeffu sion ．
triphosphate三 FICM， fatal in fantne c ardim yopathy i M E L A S， mitochondri alm yop
athy，
e n c ephalopathy， 1actic zMIidosis， and stroke－1ike episcde si ME R R F， m yCKIlon u s epnepsy
With
rag ged－r ed fibersニ m tD N A， mitcxIhondri al D N AiP C R， pOlyme raSe Chainr ea ction
ミ ト コ ン ド リ ア 脳筋症 に お ける mtDN A点変異
Tablel． En zymic acitivites of the r espir atory chain in the hea rt
mito cho ndria of Patie nt l a nd in the skeletal m u s cle mito cho ndria くつf
Patie nt2
Patie ntl Patie nt 2 Co ntroI Range
N A D H－ CytOChr o m e 45
c r edu ctas e
Su c cin ate－CytO Chr o m e 1719
c redu ctas e
Cyto chro m e 1465
c o xidas e
14 249 士174 82 士 637
1000 889 士507 343 士1767
708 1554 士753 601 士2873
Activitie sa re e xpre ssed in n moVminノm g of mito cho ndrialpr otein ．
＋ Valu es a re m e a n士S．D．
Table2． En zym e a ctivitiesin he a rt mito cho－
ndria of Patie nt3
Enzym e Patie ntく期 Co ntrol＋くnl Ra nge
Comple x工 213く31つ 690 士267く3つ 482 － 994
Co mple x正 1866く309う 604 士 98く3つ 537 － 716
Co mple x皿 1119く154つ 728 士223く幻 487－ 931
Co mple x阿 197く33つ 593 士122く釘 458－ 697
Co mple xV lO6 く80つ 133士 42く3つ 99－ 179
Activities a re e xpre s sed in n m oV minJl m g of
mito cho ndrialpr otein．
韓 V alu e s are m e a n士S．D．
死亡した ．
患者2くP 2ンこ13才男性 ． 低 身長 ， 知能低下 ， 痙撃発
作， 筋力低下 ， 繰り返 す 嘔 吐 ， 片麻痺 ， 皮質盲 ， 乳酸
アシ ド ー シ ス を呈 し， 肥大型心筋症 を伴 っ て い た ． 15
才で 突然死し た ．
両症例と も に 筋生検 で虫食 い 状赤染線維 くrag ged－
red fibe rJ を認め た ． 神経 ． 筋疾患お よ び 心疾患の 家
族歴は とも に 認め ら れ な か っ た ． また 骨格筋よ り単離
したミ ト コ ン ド リ ア の N A D H－ ubiquino n e o xido redu －
CtaSe活性は患者 1 ， 2と も に 低下 して い た く表 1ト
患者3くP 31ニ 1才男児 ． 全身衰弱の た め入 院 ． 患児
には兄弟は な く ． 両親 に 血 族結婚も見 られ な か っ た ．
胸部エ ッ ク ス 線写真 で は 著明な心 拡大 を認 め た ． 髄 液
検査施行中に 心 停止 を引き起 こ し たが ． 10分後 に 蘇生
した ■ 貧血， 代謝性ア シ ド ー シ ス ， gluta mic o xalo a c－
etic tran s amin a seくG O Tl， 1a ctate dehydrogen as e
tLDfD， C re atine pho sphok inas eくC P Kl 値の 上 昇 を認め
た． 心電図で は散発性の 心 室性期外収縮が見 られ た ．
繰り返す痙攣発作と と も に 徐脈化が進行 し ， 第 7病 日
に 死亡し た ． 剖検 で は 心 重量 145g くコ ン ト ロ ー ル
42gl で左心室は著明 な肥大と拡張を呈 した ． 炎症細胞
の浸潤は見られ な か っ た が ， 個 々 の 心筋細胞 は腫大 し
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て い た ． 心 筋 よ り単離し た ミ ト コ ン ド リア に お い て複
合体 王 ， IVの 活性の 著明 な低下， 複合体V の 活性 の 軽
度の 低下が見 られ た 俵 21．
工 ． 方 法
1 ． 原理 く図 21
P C R法 で 一 次増幅さ れ た D N Aを鋳型 と して ， 5
，
端側に M 13m p18の ユ ニ バ ー サ ル 配列く5，－T G T A A A
A C G A C G G C C A G T－3り を も っ た3 8塩基の プ ラ イ
マ ー と ， 適度 に 間隔 をあ け た20塩基の プライ マ ー と で
非対象 P C R
lの を行 ない ， 3
，
端側に M 13mp18の ユ ニ
バ ー サ ル 配列 と相補的な配列 をも つ 一 本鎖 DN A を得
る ． 得 られ た 一 本鎖 D N Aを鋳型 と して ， M 13m p18の
ユ ニ バ ー サ ル 配列の 5
，
端側 に 4 種 の蛍光色素を付 け
た 各色素プ ライ マ ー を用 い ， S皿 ge r ら の ジ デ オ キ ン
反応191を P C R法で行 なう ． つ ま り A の 色 素 プ ラ イ
マ ー を伸張さ せ た場合 ， dide o xyaden o sine tripho sph－
ateくdd A T Pl で停止 した DN A鎖が合成さ れ る ． 他 の
C， G， T の 場合 も 同様 で ある ． 反応の 終了 した 4 種 の
反 応液は 一 つ に 集め られ ， 塩 基配列決定溶ア ク リ ル ア
ミ ドゲ ル の 1 レ ー ン で泳動さ れ る ． D N A鎖 の 長 さ に
応 じて泳動さ れ た バ ン ド は 自動解析装置 で検出さ れ
る ．
2 ． プ ライ マ ー 作製
約300塩基対の 間隔で mtD N Aの L 鎖 ， H 鎖そ れ ぞ
れ に特 異的 な配列 をも つ 20塩基 の プ ライ マ ー くL プ ラ
イ マ ー
，
H プ ラ イマ ー 1 を各60種 ず つ 作製し た ． L プ
ラ イ マ ー は10種 の 使 用 し た ． プ ラ イ マ ー は 390 B 型
D N A合成 装 置 くApplied Biosyste m s， Foster City，
U S Al で作製 し ， オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド精製カ ー ト リ ッ
ジくApplied Biosyste m slを用 い て精製 し． プラ イ マ ー
に は次 の 命名法 を用 い た ． Lくnlプ ライ マ ー は塩基番号
1Cb ＋1 ら 10n 十20 まで の L 鎖の 塩基配列 をも つ 20塩
基 の プ ライ マ ー をさ す ． Hくnl プ ライ マ ー は 塩基番号
10n＋20か ら 1 0n＋1 ま での E 鎖 の塩基配列 を も つ
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20塩基の プラ イ マ ー を さ す ． さ ら に 各 L プ ライマ ー の
5
，
端例の M 13m p18 のユ ニ バ ー サ ル 配列 を つ け た38
塩基 の プ ライ マ ー を60種作製 し， F Lくnン プ ライ マ ー と
した ．
3 ． 一 次増幅
患者 1の 骨格筋 ， 患者 2 お よ び 患者3 の 心筋組織か
ら total D N A を抽出し た20l． 下記の プ ラ イ マ ー 対を用
い
， 隣 り合 う フ ラ グ メ ン トが 一 部重な り 合う よ う に ，
か つ mtD N A全長を カ バ ー す る よ う に 10の フ ラ グ メ ン
ト を PCR 法 に て 増 幅 し た ． P CR は ， tOtal D N A
lOng，I． プ ラ イ マ
ー 50pm ol， H プ ライ マ
ー 50pm ol，
de o xyribon u cle oside triphosphate くd N T PI 各 200
JL M ， 7bq D N Apolym e ra s eくPro m ega， M adiso n，
U S A11．2 5単位 ， 10m M T ris． H ClくpH 9． OI， 50m M
K Cl， 1．5m M MgC12， お よ び0．01％ゼ ラ チ ン を含む全
量50FLl で 行 な っ た ． 反応 は D N A T her mal Cycle r
Flu o re s c e n c e－ba s ed dir e cts equ e n clng
Unive 帽al
Prime r 哩 r
Asym m etricP C R
Sin9te－ Str a nd D N A
P C Rs equ en cing
Dyeprl m e r
丑





Auto m ated D N Asequ enc e a n aEysis
Fig．2． T he prin ciple of flu o re sc en c e．ba sed dire ct
S equ en Cing． Asym m etric P C Rw as c o ndu cted
u sing P C R－ am plified do uble－StTa nd D NA fr agm －
e nt， F L prim er which contained M 13m p18
universal pr m e r， and Hprim e r． 10cycle s of
P C R．dide o xy ter min ation r e a ctio n w e repe rfo－
r m ed u sing asym m etric P C R－ am plified single－
Str and D N A， dye prim e r， and de o xyldide oxy
n u cle otide mixtu re．
野
くPe rk in E lme rCetu s， Nor w alk， U SAI を用 い ， 熱変性
94
0
C 15秒間 ， プ ライ マ ー 伸張72
0
C 60秒間を 1 サイク ル
と して30 サイ ク ル 繰 り返 した ． 用 い た プ ライ マ ー 対は
次 の と お り で あ る ． L 1641． B136， L 61－ H3 9， L231．
H454， L3 72－ H 559， L488q H 70 2， L 680－ H929， L 853．
H1338， L1250一 皿534， L1482－ H1 619， L1 594－ H60．
反応終了 後 ， 3 M酢酸ナ トリ ウム くpH 7．415声lおよ
び100％エ タ ノ ー ル 100メ1 を加 え ， －700Cに30分間放
置 し た ． 13，000glO分 間の 遠心の後 ， 上 清 を除き ， 沈殿
の D N A を70％ エ タ ノ ー ル で リ ン ス し ， 真空チ ェ ン
バ ー 内で 乾燥 させ た ． 得 られ た ペ レ ッ ト を 6 〆1 の蒸
留水 で 溶解 し た ．
5 ． 背光色素 シ ー ク エ ン ス 反応
反応 に は 7 bq シ ー ク エ ン ス キ ッ ト くApplied
Bio syste msl を 用 い た ． キ ッ ト に は T bq D N A
polym e ra Se， 5 X シ ー ク エ ン ス バ ッ フ ァ ー く50m
T ris－ H Cl， pH 8．5， 50m M MgCl2， 250m M NaCl， 4種
の色素プ ラ イ マ ー くF A M， R O X，JO E， T A M R Alおよ
び dNTPJdide o xyribo n u cle oside triphosphate
くddNT Pl混合液が含 まれ て い る ． 蛍光色素が光 に脆弱
な た め ， 以 下の 反応 は す べ て 遮光 し た 状態 で 行な っ
た ． 調整 した 一 本 鎖 D N Aを鋳型 と して ， 色素プライ
マ ー を用 い て シ ー ク エ ン ス 反応 を行 な っ た ． Dideoxy－
ade n o sine triphosphateくd d A T Plを含 む シ ー ク エ ン ス
反応で は ， 一 本鎖 D N A溶液1JLl， AくJoel色素プライ
マ ー 0． 2pm ol， do xyade n osine tripho sphate くdA TPll
dd A T P混合液 1 pl， シ ー ク エ ン ス バ ッ フ ァ ー 1JLl，
7bq D N Apolym e ra Sel．25単位 を含 む 全量7．75jLlで
P C R反応 を行な っ た ． 反応 は熱変性90
0
C 15秒間， ア
ニ ー リ ン グ およ び プ ライ マ ー 伸張70
0
C 60秒間を10回線
り返 し た ． Dide o xycytid ine tripho sphateくdd C TPlを
含 む 反 応 も 同 様 に 行 な っ た ． Dide oxy gu an OSine
triphosphate くdd G T Pl， dideoxyth ymidine triphosph－
ate くd d T T PI を 含む 反応 で は す べ て 倍量 で 反 応を行
な っ た ． 4種 の反 応液 は P C R終了 後 ， 3 M酢酸ナトリ
ウ ム 5 メ1， 100％ エ タ ノ ー ル120ル1 を含 む チ ュ ー ブに
集 め ， 反 応 を停止 さ せ た ． 一2 00C で1 0分間放置後．
13，000g lO分間の 遠心 を行 な い ， 上 清を 除き ， 沈殿を
70％ エ タ ノ ー ル で リ ン ス の 後 ， 真空 チ ェ ン バ ー で乾燥




2分 間加熱変性さ せ た後， 6 ％
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 泳動 し ， 10時間 に 渡 っ て 373A
自動 D N A解析装置くAp plied Biosystem sl に より蛍光
の検出 を行 な っ た ， 検 出さ れ た蛍光 は同社 ソ フ トウエ
ア プ ロ グラ ム に よ り 分析さ れ塩基配列 の デ ー タ に変換
さ れ た ． 得 ら れ た 塩基配列 を G E N E T Y X Ver．6－00
くSoftw ar eDev elopm e nt， 東 荊 を 用 い ， 既報の ヒト
ミ ト コ ン ドリ ア脳筋症 に お ける mtD N A点変異
mtDN Aの 全塩基配列1Iとの ホ モ ロ ジ ー 検索 を 行 な っ
た ． ま た コ ン ト ロ
ー ル と し て正 常 ヒ ト組織 よ り抽出 し
た mtD NA を用 い た ．
患者3 に 対 して 心 臓超音波断層撮影 を施行 し た ．
患者1 ， 2の 各組織 よ り ミ ト コ ン ド リ ア を単離 し2 り，
N A DH－ CytCXIhro m e c r edu cta se
22I
， Su C Cinate－ CytO Chr－
om e c redu cta s e
22，
，
お よ び cytく氾hr o m e co xidas e
23，の
活性を測定し た ． ま た 患者3 の 組織 よ り単離 した ミ ト
コ ン ドリア に て複合体 I － V の活性封 卜 咽 2刀 を 測定 し
た． コ ン トロ ー ル と して 正常 ヒ ト組織 を用 い た ．
成 績
症例3 に お ける N D4 領域の 解析 の 結果の 1 例 を示
したく図3I． L 853， m 338の プ ライ マ ー 対で 一 次増幅 し
た約 5kbの 二 本鎖 D N Aを鋳 型 と し
，
F LllO8 0．5
pm ol， Hl189 50pm olの プライ マ
ー 対 で 非対称 P C Rを
行っ て 一 本鎖 D N A を得た ， 次に こ の 一 本鎖 D N Aを
鋳型とし て PC R塩基配列決定 を行い ， 得ら れ た デ ー
タは F L プライ マ ー の ほ ぼ 3
，
端 ， つ ま り 塩基番号
11，1 00 から約45 0塩基 が ホ モ ロ ジ ー 検 索 に 耐 え う る
デ ー タ で あ っ た ． 450塩基 を越 える デ ー タ は ア ク リ ル
アミ ドゲル の 分離能 を越 えて い る た め ， プ ロ グラ ム に
887
よる 判読 は不 適切と なり 肉眼 に よ る確認が必要で あ っ
た 一 他の プ ライ マ ー 対で も非対称 P C Rの プラ イ マ ー
間隔 を500塩基 また は800塩 基 あけ る こ と に よ り
，
35 0
か ら450塩基 の 解析結果 を得る こ とが で き た ． F L プ ラ
イ マ ー 約30塩基 ごと に 作 られ て い る た め ， 連続 し た
2 つ の F L プ ライ マ ー で得ら れ る結果が50 から15 0塩
基の 重 な り を持 つ こ と に な り ， 得 られ た結果の倍額性
を高め る こ と が で き た ． 1 回 の 泳動に よ り
，
24偶の 試
料の 泳動が可能で あ るた め
，
3回 の泳動 で mtD N A全
周 の 解析が 可能で あ り ， 迅 速 な 変異 の 検出法 であ っ
た ．
翻訳領域に お い て 患者1 ， 2 ， 3共通 に ア ミ ノ 酸置
換 をも た ら さ な い14個の 変異が見ら れ たが ， これ らの
変異は い ずれ も コ ン ト ロ ー ル に も 認め られ た ． さ らに
患者 1 に2個 く塩基番号 9，755，14，66軋 患者 2 に 8個
く5，108， 7，600， 9，3 77， 9，575， 1 3，563， 14，173， 14，20 0，
14，5691， 患者 3 に 9個 く塩基番号4，200， 7，669， 8，5錮 ，
10，397， 11，902，12，810，13，984，15，562，1 5，622Jの そ れ ぞ
れ に ア ミ ノ酸置換 をも た らさ な い 特異的な変異が見ら
れ ， 患者 1 と患者 3 に共通の 変異 が1 個見 ら れ た く塩
基番号 4，88封． ま た ア ミ ノ 酸残基 の 置換 をも た ら す変
異と し て10偶の 共通 な変異が見られ く表 3J， そ の う ち
Fig．3． On e ofthe re sults of auto m ated D NA sequ e n c e an alysis． Asym m etric P C Rw as c ondu cted u sing
F LllO8， m 189， and ap pro裏m ately 5k bp double－Str and D N Aamplified with L 853and H1338． T he se




den otes the u ndeter min ed bas e．
888
の 塩基番号10，398に お け る A か ら G へ の 変 異 は
N D3の ス レ オ ニ ン をア ラ ニ ン に 変化 さ せ て い た ． こ の
アラ ニ ン は ヒ ト
1－
以 外の ウ シ 遡I， ラ ッ ト ねI， マ ウ ス 罰J で
保存さ れ てし1る も の で あ り ， コ ン ト ロ ー ル に お い て も
ア ラ ニ ン で あ っ た こ と よ り その 意義 は否定的で あ る ．
一 方患者 1 で N Dl領域く塩基番号 3，391I に ， ま た患
者2 で 州別 領域 傾基番号 11，5531に ， 上 記哺乳類で
保存さ れ て い る ア ミ ノ 酸残基 の 置換 をも た ら す 変異を
認め ， こ れ らの 変 異は コ ン ト ロ ー ル で は 認 め ら れ な
か っ た の で
， 有意義な変異で あ る可 能性が あ る ． 非翻
訳領域 で は く表 41． M E L A S 2症例 Pl， P 2に 共通し て
塩基番号3，243の tR N A
Le u
くU U Rl遺伝子 上 の dihydr o－
urid ineくDfrUl ル ー プ に A か ら G へ の 塩 基 転位型突
然変異見 い だ さ れ た く図 4 ， 図 5I． この 変異 は他の 2
例の M E L A S患者 に お い て も検出さ れ た が ， 7 例 の
正 常 者 お よ び 福 原 痛 くm ycclo n u s epuepsy with
rag gedィed fibe rs， M E R R FJ l例 と慢性進行性外眼 筋
麻痔 くChr onic progre ssiv e e xte mal ophthalm oplegia，
C P E OI 2例 の mtD N Aの 塩 基配 列の 分析 で は この 変
異は 認め られ な か っ た ．
患者3 くP3い こお い て ， ア ミ ノ 酸変異を伴う 変異 と
して C O 2遺伝 子 の 塩 基番号7，673に A か ら G へ
野
C舛占遺伝子 の 塩基 番号14，927に A か ら G へ の 塩基転
位型変異 を認 め ら れ た － これ ら に 対す る ア ミ ノ酸は哺
乳額で保存さ れ て い る の で ， これ らの 変異 は有意義で
あ る 可能性が あ る ． 非翻 訳領域 に お い て ロ イ シ ン
tR N A遺伝子 上 の 塩基番号3，254に G か ら T へ ， イ ソ
ロ イ シ ン tR N A遺伝子 上 の塩 基 番号3，25 4に G か ら
T へ ， イ ソ ロ イ シ ン tRN A遺伝子 上 の 塩 基 番号4，317
に A から G へ く図 6 ， 図 り ， お よ び ト リプ トフ ァ
ン tR N A遺伝子 上 の 塩 基番号5，554 に C か ら Tへ の
変異 を認 めた ． こ れ ら の う ちイ ソ ロ イ シ ン tR N A遺伝
子 の 変異 は ， マ ウ ス 以 外の 哺乳類 で保存 され た塩基の
変異 で あ っ た ． 一 方 ロ イ シ ン ， お よ び ト リ プ トフ ァ ン
tR N A遺伝子 の 変異 は ， 哺乳類で 保存 され て い ない塩
基 の 変異で あ っ た ．
考 察
症例 1 ， 2お よ び 3に お い て ミ ト コ ン ド リア呼吸鎖
の 複合体王 の 活性低下が見ら れ ， そ の 原因 とし て ND
領域の 変異に よ る 複合体 l の サ ブユ ニ ッ トの 欠損を推
定 し た ． しか しな が ら ， mtD N A の変異は 正常個体に
お い ても 多く 見ら れ ， 病 的変異と正 常亜 型 の 区別をす
る こ と は容易 で は な い ． そ こ で 典型 的 な M E L AS 2
Table3． r ntD N Arn utatio n s c a using a min o a cidr epla c e m e nts
NtLCle oti de A min o a cid
Nt Regio n
P I P 2 P 3 C Ande r s o nり P I P 2 P 3C Ande r son Bo vin e










































































































































































































































































































































































































































ミ ト コ ン ド リ ア脳筋症 に お ける mtD NA 点変異
Table4． mtD N Am utatio ns ofthe no n－C Oding regio n s
Nt Regio n P I P2 P3 Co ntrol An derso n
73 D－lo op
1 50 D－lo op
151 D－lo op
1 52 D－lo op










7 09 1 2SrR N A
7 50 12SrR N A
ll O6 12SrR N A
14 38 i2SrR N A
22 70 16SrR NA
27 06 16SrR N A
27 66 16SrR N A
3010 16SrR N A
31 06 16SrR N A
3243 tRN A－Le u
3254 tR N A－Le u
4317 tR N A－Ile
5554 tR N A－Trp
5601 tR N A－ Ala




















































































































































































































Nu cle otide n u mberニ P l， Patie nt lこ P 2． Patie nt 2ニ P 3， Patie nt 3ニ C．
Co ntr olニ D－lo op， Displa c e m e nt lo op i n ．d， n Ot deter min edニ ー ， deletio nニ，







M ELA S Co ntr o琶
Mutant G 3，2 43 WiId type A 3，2 43
土 J
G G CA G G G CC C G
Fig． 4． A－tO－G tra n sitio n at nu cle otide n u mbe r3，243 in
M E L A S－ Left， A －tO－ G
tr ansiti。n at n u Cle otide n u mbe r 3，243 in M E L A S． Right， the s equ e n c e of a
no m alc orltrOl．
M ito chondrialtR N A
Le u
くU IJRI
A A min o acyl






G A C G






































T A lo op
工 A 皇
Fig．5■ A－tO－G tr a n sitio n at 5
，
e nd ofthe dihyd－
r ouridine loop of mito cho nd ri al 1e u cine tR N A
くU U Rl． A at 5
，
e nd of dihydro uri d ine lo op w a s
m utatedto G in M E LAS．
M u ta tio nin tRNAne
Ra t T A A T A G A G G T T T AA 礼T C C T C T T A T T T C TA
Mo u B 色 T T A T A G A G G T T C AA G C C CT C T T A T T T C T A
B o vi n e T A A T A G A G G T T C A A入C CTC T T A TT T C T
A
Ru m a n T A A T A G G A G C T T A AACC C C C T T A T T TC T
A
pa tie nt T A A T A G G A G C TT A A GCC C C C T T A T T T CTA
で
4，3 1 7
T A A T A G G A G CT T A A G CC C C CT TA TTC TA
Fig．6■ A－tO－G tra n sitio n of mitcxIhondrialis o
leuc．
ine tR N Aat n u cle otide n umber 4，317． A at
4，317 is c o n se rv ed in m an， C O W， and rat， bu
t
n ot m o u s e．
ミ ト コ ン ドリ ア 脳筋症 に お ける mtDNA 点変異
症例に 共通な変異 に 注目 し た － MEL A S 2症例全塩基
配列を決定 した と こ ろ ， こ の 2症例 に 共 通し て 認め ら
れ， かつ コ ン トロ
ー ル に 見 られ な か っ た 変異 は ロ イ シ
ン tR NAくU U RJ遺伝子 上 の 塩基番号3，243で の A か ら
G へ の 塩基転位型変異 の み で あ っ た
31 月2－
． こ の A 塩基
はと 卜， ウ シ ， マ ウ ス ， ラ ッ トの 他， ニ ワ トリ
犯，
， カ エ
ル 粥 ， ウ ニ
醐
， お よ び シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
3 刀
ま で保 存 さ
れて お り く図 8I， こ の A 塩 基 は ロ イ シ ン tR N A
くU URI 分子 の 機能 の 重要な部位と想定 さ れ ． こ の A
塩基の G 塩基 へ の 変異 が ロ イ シ ン tR N AくU U Rl 分子
の機能に 大き く影響 を及 ぼ す こ と が 考 えら れ た ．
さ らに 大腸菌に お い て ， tR N A遺伝子 の D H Uル ー
プおよ び T甘 C ル




が tR N Aそ れ ぞ れ に 特 異 的 な





































































am inoacyl－tR N Asymthetase の 特異性認識部位と な っ
て お り ， その 4塩基 の 変異が特異性 を損 なう と 報告さ
れ た
鎚I
． 塩基 の 種 間保存の 問題 だ け で な くD 汀Uル ー プ
あ る い は T甘 C ル ー プ の 変異 に よる a min o acyl．tR N A．
synthetas eの 特異性の 変化が ， tR N A分子の 機能 に 影
響を与 え て い る可能性も あ る ．
ロ イ シ ン tR N AくU U Rl 遺伝子 上 の 塩基番号3，243で
の A か ら G へ の 塩基転位型 変異 に よ り 制限酵素
4卯H の 認識部位 が 新 た に 形 成 さ れ る ． ロ イ シ ン
tR N AくU U Rl 遺伝子 の 点変異お よ び 制限酵素 ApaI
の 本来 の 認識部位 を含む塩基番号2，881か ら4，560 まで
を P C R法に て 増幅 し， 制限酵素 4如H に よ る消化 を
行 っ た ． 塩 基番号4，427の 制限酵素 Ap戊工 の 本来 の 認
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Fig． 7． A－tO－ G tra n sition of the TW C lo op of mito chond ri al is ole u cine tR N A． Left， n Or m al is ole u cine
tR N Ac onfor m atio n． Right， A ．to－ G tra n sitio n might alterthe pa mg ofthe ste m of T甘C lo op．
Transitionto G ofev olutionalIyconserved Aatthe5
．
Endof D H U Loop oft R N A
Le uくU U Rlin M E LA S
M E LAS
Amin o a cyl E封U 工升IU 伽 U A 血c odon A ntic odon Antic odo n VzLri8blc TV C
Ste n sle m lo op s－e m sle m lo op ste m l oo p st em
G
Chicke n GCT AGC GTG G CAG AGCTC GG CA A A TG C A A A AGG C T T A G C C C T T A T－ CC AGAGG
Xe nppJL S GCTAGC G T G G CA G 入GC CTGGCT A A TG C A A A AGA CC TAAG C TCT T T T T A T C A G G G G
Tly c
l oop
Hum aLI G T T A A G A TG GC A G AGC CC GGT A A T CG A T A A A A CT T A ZL A ACT T T A CAGT C AGA GG T TCA A T T
BoviJt GTT A AG G TG GCAG AGC CC GGT A A T TG C A T A AA A CT T A A AC T T T TA T A TCC AGAGA T T CAA A T
M ou sc A T T AGG GT G GCAG AGC C A G G A A A T T G CG T A AGA CTTA A A A C CTG T TCCC AGA GG T TC
Rat A T T AGGG TG G C AGAGC CA AGTAA T T G C G T 且A G A CTT A A A A CC T T G T T CC AGAGG T T C A A A T
T T C A A A T
■ －
l － ．y tV W u し，LL l け しtJ T LJ tJし tJ A LJし し tJt－J ，r U G A C C T A A G C T T T T T A TC AGGG GT TCA A A TUrchinくSp－1 GCT A J uG T A G CA A AG－ － TGG T T A A TG C A GA AGG CCT AAG A C CT TC C T A TC A A AGG T TCA ACT
T Y C A min o 8Cyl
Ste m Ste m
CC TCT T C T T A A C A
CCT C T C CT TA ACA
C C TCT C CCT A A T A
CCT C T C CCT AATA
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Fig－ 81 Co mpa ris on of mito cho nd ri al 1e u cine tR NA くU U RJ am O ng V ario u s spe cie s． A at 5
，
e nd of the
dihydr ourid ine lo op of mito cho nd ri al 1e u cine tR N A is strictly c o n se rved inm an ， C OW ， m O u S e， r at，
Chicke n， X bn opus， S e a u rCh in， and aospphih2． S－ P． ， Stro喝 ylo c e ntrotus pu TPu ratusI P ． L． ，
P皮相 c e 乃わりわ岱 Zgぴg 血s．
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1，551bp の 断 片 は 消失 せ ず ， 不 完 全切 断 さ れ た
1，185bp， 366bp の 断片と混在 し て い た ． こ の こ と よ り
変異 ロ イ シ ン tR N AくU U Rl は野 生 型と 変異 型 が 混在
す る ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー の 状態 で 存在す る こ と が わ か っ
た く図9う． 患 者 1 ， 2の 各 臓器 よ り 抽出 し た mtD－
N A の制限酵素 4舛 工 に よ る消化 で は ， い ずれ の 臓器
で も ロ イ シ ン tR N AくU U RJ 遺伝子 は ， ヘ テ ロ プ ラ ス
ミ ー の状態で 存在 した ． 再生能力 の な い 神経 ． 筋組織
に お け る変異 mtD N Aの 占め る割合 と同等ま た は そ れ
以上 の変異 mtD N A が肝臓 ， 腎臓 ， 膵臓 に み ら れ た ．
Fig． 9． Dige sti皿 with r e strictio n e ndo n u cle a se
ApaI of P C R－ amplified mt D N A fragm e nt of
v ariou stis 凱1e S Of Patie nts l and 2． m tD N A
fragm ents en co mpa s ng n u cle otide po sition s
2，881to 4，56 0w er e am plified， and dige sted with
restriction endon u cle a s eApaI． 129bp a nd
l，551bp fr agm e nts w er ege n e rated by cle a v age
at n u cle otide po sition4，4270fthe n or mal ApaI
re c ognition site ． 1，158bp a nd 366bp fr agm ents
w e re gen e rated by cle av age at n u cle otide
positio n3，245whe n A －tO－G tran sition cxI C u rred
at 3，243． Ev e ntho ugh s uffic ent ApaI w as
pr e se nt a nd o v emight digestion w a spe rfor m ed，
1，551bp fragm e nt co uldnot be d垣e sted c o mpl－
etely． T he m utated mtD N A in M E L A S，
the refore， C Oe Xisted with wildtype mtD N A，
the state of heter opla s my． P l， Patientlニ P2，
Patie nt2．
野
に もか か わ ら ずそれ らの 臓器が不全状態 に 至 らない の
は ， 変異 mtD N Aの 占 め る割合 と臓器 ごと の 発症の闘
値 と の 関連 が 示唆 さ れ た ．
ま た ， 患者 2の ア ラ ニ ン tR N Aの T 甘Cル ー プ に
C か ら T へ の 塩 基 転位塑 変異が あ り ， こ の C 塩基は
晴乳類 で 保存さ れ て い た ． M E L A S症候群 に こ の変異
をも つ サ ブ グ ル ー プ が あ る の か今後 の検索が必要であ
ろう ．
一 方 ， こ の 2症例で それ ぞ れ に 特異的 で ， かつ 種間
保存 の 高 い ア ミ ノ 酸 の 置換 を もた らす 変異が m 領域
に 認 め ら れ た ． し か し ， コ ン ト ロ ー ル 2例 で は このよ
う な変異 は認 め ら れ な か っ た ． 種 間保存 の 高い アミノ
酸の置換 を も た ら す 変異 は ， M E L A Sに お ける酵素活
性の 低下に な ん ら か の 関わ り を持 ち ， 置換 され たアミ
ノ 酸残基の種類 に よ っ て は機能的な変化を も たらす可
能性があ る と考 え られ る ．
複合体 Iの 欠損症の最重症型と して 乳児致死 型に分
類 さ れ る 一 群 が あ る ． 思 春 期 で 発症 す る 典型 的な
M EL AS と異 な り ， ほ とん どが 1才未満で 死亡する ．
患者 3 に お い て C O 2領域 く塩基番号 7，673I お よ び
Cytみ 領 域く塩基番号 14，9271 で の 種 間保存の高い アミ
ノ 酸 の 置換 を も た ら す変異が 見い だ さ れ た ． また非翻
訳領域で は tR N A遺伝 子 上 に 3 つ の 変 異が 見い ださ
れ た ． そ の う ちの 一 つ は 哺乳類で保存 さ れ て い た39I，
典型 的な M E L A Sと は異 な る変異で あ るが ， tR N A遺
伝子 に 変異 を持 っ て い る こ と よ り ， 心筋症の 一 因とな
る可能性 が示 唆 さ れ た ． M E R R Fに お い て も リ ジン
tR N A遺伝子 の 変異が見 い だ さ れ てい る こ と
40I41I
， また
C P E Oあ る い は Ke a m s－Sayre syndr o m eくKS Slに お
け る mtD N Aの 欠失4 2ト 44，に お い て も ， 欠失領域 におけ
る tR N A遺伝 子 の 欠損 が病因で あ る と す る 考え方も
あ り ， ミ ト コ ン ド リ ア脳筋症 の 三 大臨床疾患単位が
tR N A遺伝子 の 欠失な い し変異に 基づ い て い る ことも
考 え られ る ． 点変異 に と も な う tR N A分子 の 変化が，
い か な る機序 に よ り発症 に 結 び つ く か は今後の 課題で
あ る ．
本研究 に お い て ， 蛍光法 を用 い た16，569塩基対の全
ミ ト コ ン ド リ ア遺伝子 の 塩基配列決定 シ ス テム を確立
した ． こ の シ ス テ ム を用 い る こ と に よ り
一 回の 電気泳
動の 際に 24個 の 試料 を泳動で き ， 1試 料 あ た り350か
ら450塩基対 を読む こ と が で き る た め ， 3 回の 泳動で
全長 を読 む こ と が で き ， 数日 で 1症例 の mtD NA の変
異 の 解析 を完了す る こ とが 可能で あ っ た ． また ， ヘ テ
ロ プ ラ ス ミ ー で あ っ た に も か か わ らず ， 直接塩基決定
法 を用 い たた め ， ク ロ ー ニ ン グ に よ る シ
ー ク エ ン スを
行 っ た際 の 変異 の 見逃 し を防 ぐ こ とが でき た 一 しかし
ミ ト コ ン ド リ ア脳筋症 に お け る mtD N A点変異
変異 mtDN Aの 少 な い 血液試料の よ う な 場合 ， 変異塩
基の シ グナル が 低 く検 出不能 と な る こ と が 予 想 さ れ
る．
結 論
蛍光色素を用 い た自動解析装置 に よ り mtD N A全長
16，569塩基の 塩基 配列 を決定 し た ． 典 型 的 な M E し
AS2症例 に 共通 し て ， mtD N Aの ロ イ シ ン tR N A
く口U Rユ遺伝子 に変異を 認 め た ． さ ら に 症例 ごと に 特異
的に種間保存の 高い ア ミ ノ 酸残基の 置換 をと も な う変
異が N D領域 に 見 られ た 一 同様 に FI C M でも ． C O 2，
Cytb遺伝子 の 点突然変異の他 に ， ロ イ シ ン tR N A遺
伝子上の 塩基番号3，254に G か ら Tへ ， イ ソ ロ イ シ ン
tR N A遺伝子上 の 塩基番号4，31 7に A か ら G へ ， お よ
びトリ プ トフ ァ ン tRN A遺伝子 上 の 塩基番号5，554に
C か ら T へ の 変異が見 い だ され た ．
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